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Oppfinner: 

Sekeren 



Fremgangsmate for sekvensanalyse 



Foreliggende oppfinnelse er utskilt fra patentseknad 19986133 som omfatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder folgende trinn: 



FOTste trinn tar utgangspimkt i en ren DNA-populasjon bestSende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pa en uspesifikk m&te slik at det 
dannes en populasjon med DNA-molekyler bestiende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinnelige sekvensen. 

Annet trinn bestSr i a erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-firagmenter) som representerer Hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det bar vaert basepar A-T, settes det altsi inn "fragment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinneUge baserekkefelgen pa f.eks. ACGTT... erstattes med fragment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om 0nskeUg), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og annen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk funksjon. 

I tredie trinn avleses rekke&lgen av de fire typene DNA-fragmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed finner man baserekkefelgen i de opprinnelige DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fra trinn 3 til sekvensen pk DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 

ForeUggende oppfmnelse omhandler fremgangsmiter hvor en broker vinkefrette plater 
til a feste oUgonukleotider, elektrisk ufretting av DNA og utretting av DNA ved hjelp av 
gelbaserte metoder. 



Bruk av vinReirette plater til a teste oUgonukleotidene 

I mange sammenhenger er det behov for k feste molekvler t)& en rett linie. F^ejcs. for enkelte 
av sekvenseringsmetodene pa fast matrix beskrevet i patents0knad nr. 199861 35 Som altemativ 
til a feste molekylene pa en linje kan man broke en vinicelrett plate (figl). Sett ovenfra vil 
molekyler som fester seg til en slik plate vil fortone seg som en rett linje. Brtik av vinkelrette 
plater i stedet for linjer har bLa. den fordelen at arealet som molelcylene kan feste seg til blir 
st0rre slik at man fSr festet flere molekyler. 

Et annet viktig poeng er at platene kan inndeles i ruter med uLUce oligonukleotider. 
Ved & broke festemekanismen beskrevet ttdligere i patents0knaden kan man dermed 
sekvensere flere ulikc gcner/ sefcvenser parallelt. 

Rute mtd 




T T T t T Vinkelrette plater 

Fig 1 Vmkclrctte plater for A feste oligonakleotider. I dette eksempelec er platene umdelt i ruter med ulike 
oligoauldeotider slik at man kan utfiare mange sekvensreaksjoner parallelt. 



Elektrisk utretting; 

Utretting av et DN A molekyl kan i prinsippet gjOTes pa to mater: 



ttttttttttt 

1) Kraftvektorane er parallelle med 2) Kraftvekiorene er vinlcelrette pft 

DNAmolekylet DNAmolekylet 

AUe utrettingsmetoder jeg har fimnet i litteratureacr basert pi fisrstnevnte prinsipp. F.eks. bar 
det vajrt bnikt elektrisitet til i lage positive ladningsfelt med paraUeUe krafUinjer. TUsvarende 
vil utretting med vaeskestrsiiL gravitasjon, o.l. utsette DNA molekylene for drag som viricer 
paraUelt med molekylene. Ulempen med disse telcnikkene er at kraftea pa DNA molekylenes 
feste til underlaget aker proporsjonalt med bSde DNA molekylenes leagder og storrelsen pa 
kraftvektoren. Denned begrenses lengden pa DNA molekyler som kan rettes ut. Videre vil 
st0rrelsea pS kraftvektorene mitte begrenses noe som igjen pavirker hvor rette DNA 

molekylene blir. ,„.,,.-. j 

Ved & bruke strategier som er basert pS prinsipp 2) alene eller i kombmasjon med 
prinsipp 1) kan man redusere kraften som virker p& DNA molekylenes feste til underlaget. 
Dermed kan man 0ke lengden pa DNA molekyler som strekkes ut samtidig som de blir 
rettere. I fig. 21b) i den siste versjonen av patentseknaden illustreres en slik metode. Nedenfor 
Mger to andre strategier som kan beskrives i patents0knaden: 

1) 




Likcvoktsplan hvor frastotnings- og iIlttelcninEslcreftcne er like store 
Avlesnlngsplate 
Elektiuk ladede plater 



To elelctrisk ladede plater plasseres under avlesningsplatea hvor DNA molekylene skal 
strekkes ut. Den 0verste platen har en svak negativ ladning mens den nederste har en relativt 
sterk positiv ladning- Hvis man plasserer en negativt laxld partikkel (feks. DNA) rett over den 
negative platen vU frastertningskreftene fta denne vKre sterre enn tiltrekningskreftene fra den 
positive platen. Partikkelen vil dermed presses oppover. Hayere oppe derimot vj forholdene 
vaere motsatt; Den positive platens tiltrekkingskraft er st0rre eim den negative platens 
fi:ast0tningskrafL Ved i tilpasse platenes ladninger vil det dermed inntre en likevekt mellom 
frastotnings- og tiltiekkingskrefter i en gitt hayde over avlesningsplaten. DNA molekylene vU 
presses inn i dette likevektsplanet. Et viktig poeng er at nettokraften p4 DNA molekylene er 
lik null sa lenge de befinner seg i Ukevektsplanet. Demied reduseres sjansen for at de skal 

I tillegg tU de to ladede platene vist ovenfor kan man ha en positiv ladning til venstre 
for avlesningsplaten. Dermed fiSr man en netto kraft i denne retningen. Det sarame kan oppnas 
ved k skrastille de to ladde platene i forhold tU hverandre og i forhold til avlesmngsplaten. To 
ytterligere fordeler med denne metoden m& nevnes: 1) Slcaipheten p& fluorescensavlesningen 
0ker fordi alle DNA molelcylene liggec i det samme planet, og 2) DNA molekylene presses 
vekk fra avlesningsplaten sUk at de ikke ryker p.g.a friksjon mot underlaget. 



2^ Hvis DNA molekylene skal beveges i utstrukket form gjennom et flow oytometer eller 
lignende kaa man bnike ct negativt ladet rer. DNA molekylene vil dcimed presses imi mot 
midten av roret hvor frastertningskreftene er minst. 

H^fmt'^rrSS.^^^^^ 1 MB^^manplasserctopIaterved 

siden av hverandre. Pi den ene platen er det festet oUgonuldeotider som komplemen erer den 
cue enden av DNA molekylet pS en rute pi f.eks. 10x10 mikromet^. Pa den andre platen er 
det en tUsvarende rute med oUgonukleotider som komplementerer den andre enden pa DNA 
molekylet.som skal sekvenseres. Ved lijelp av hybridisering kan rnan detmed feste mal 
mZln med en ende pi hver plate. Hvis plalene deretter trekkes fta hverandre med aoen fa 
^ vil DNA molekylene i^ttes ut Deretter kan de forankres til tmderlaget sUk som foreslatt i 
den syMiske sekvenseringsstrategienbeskrevet nedenfor. 

Sykiiskselcvenseringstrategi: j,->irt\i^^„ 
Sekveasering med prinsippet som cr illustrert i figl. dokumetrtS (innsendt 21/3) kan 
kombineres med en syklLsk strategi hvor man fiarst Ugerer irai en adapter som f.eks 
Wc^r 4 basepar deretter avlcser man sekvensinformasjonen fer man td slutt kutter vekk 
adapterensHkatman'kangicntaprosedyrenmedde4nestebas2>arene,osv 

For i vite hvilke sekvensfragmenter som hOTer sammen fta syklus ^ syklus er det 

viktig at de konverterte fragmentene befimier seg pa samme lotolisasjon geimorn allc 
svklusene Dette kan oppn&s vcd at man forankrer de utstiakte DNA mole^lcme ui 
SidSe^ Det kan fX glares ved a innkorporere biotimnerkede baser i DNA molekylene 
med ca 1000 bp meUomrom. Hvis underiaget samtidig er dekket med sjcptavidm kan DNA 
molekylene demied forankres, Andre strategier kan v^re a utnytte at DNA har en naturhg 
evne til i feste seg til glass, bruke DNA bindende proteiner og antistoffer rettet mot disse, 



mm. 



Gelbaserte metoder . 

Elektroforesegeler har egenskaper som kan utnyttes sammen med '^o^^^'Jf |- 
utretdngs- prLippene som er omtalttldligere. For det fete er de velegnet Ul ^^orlere DN A 
T^Z molekyl^ etter st^lse. Videre at DNA mole^ene bAde rettes og str^es ut imxe . 
gflmatrixen (Stellwagen; Biochemistry 1988. 27:6417-6424) F.eks. har Schwax^ et aL 
CScience 1993^62:1 lO-l 14) utnyttet dette til i strekke ut DNA molekyler i agarosegeler i 
foSbe m;d «optical mapping)). Til tross for at DNA molekylene li en agarosegel var 
d^ mulig a observere de enkelte molekylene direkte med fluorescens mikroskopi. Nedenfor 
f0lger eksempler pi hvordan disse egenskapene km utnyttes ul sekvensermg: 

Gde^fo^ kan brakes tU i rette ut DNA som alt^mativ til andre utrettingsmetoder. 
Gelelektroforese kan detfor anvendes pa aUe de metodene ^m er beskrevet ^-^U^ i 
patents0knaden. Hvis man i tillegg 0nsker i utnytte elektroforesens evne td i stairelsessortere 
DNA molekyler kan man f.eks. anvende folgende strategi: 

1) Man lager en DNA stige som best&r av alle lei^gder av DNA ^^^^'^F'''^-^^^^, 
feste dfn ene enden av DNA molekylene til et underlag for man kutter dem med DNasel. 



Etter k ha vaslcet vekk de avkuttede fragmentene kan man lasne DN A moleky lene slik at 
man har en losning med DNA molekyler som er like i den ene enden mens de varierer i den 
andce enden avhengig av hvor de har bUtt kuttet Det samme kan oppn&s med en rekke 
andre strategier, bLa. med hjelp av primere og polymeraseekstensjoner. 

2) Endene som er kuttet konverteres, f.eks. ved hjelp av teknikkene som er beskrevet tidligere 
i patents0knaden- Fragmentene merkes med fluorescens, f.eks. fluorescerende prober. 

3) DNA molekylene kj0res pa en elektroforesegel 

4) NSr molekylene er sepaiert kan man analysere gelen med en fluorescenscanner, mikroskop 
eller lignende. Fragmentsammensetningen av de konverterte endene kan denned avieses 
direkte fordi DNA molekylene er rettet ut. Samtidig vil lokalisasjonen i gelen gi 
infoimasjon om sekvensbitens plass p& DNA molekylet som sekvenseres. F.eks. vU en 
sekvensbiter i begynnelsen av DNA molekylet migrere langt mens sekvensbitet i slutten av 
DNA molekylet migrere kort. 

Hvilken elektroforesemetode man hesr anvende tilpasses storrelsea pa DNA molekylet som 
skal sekvenseres. F.eks. kan man broke vanlig agarosegel for sekvenser pi noen & kilobase 
mens pulsed field elektroforese kan brakes ved lengre sekvenser. 



Elekttoforese fotut for avlesnfaig: 

En annen strategi er a bruke elektroforesegeler til sterrelsessoitering mens avlesnmgen gjeires 
etter at DNA molekylene har forlatt gelen. Et eksempel pi en slik inntetning er illustrert 
nedenunder; 

Avlesningsrar Elektroforesergr 




i) u 



Fluoresceasdetektor 



Fie 3 DNA molekylene trekkss Qeimom en sylinderformet gel i elelaroforeserarct ved hjelp av et elcktnsk felt 
som g5r parallelt med rtjrct. AvlesamgsrOTet bestftr av et fault, negativt ladet metallrer. Nflr DNA mole^lene 
kommer inn i avlesningsralret vil de presses inn mot midten pga den negative ladningen i naret Samtodig frekkes 
molekylene mot vensfre av et felt som gSr parallelt med rwet pi samme m&te som i elektroforesetsfret. DNA 
molekylene passerer derfor flaorescensdetektorai i utstnikket farm slik at fragmcatsannnensetamgwie kan 
avleseL De sekvensbitene som avieses forst kommer fra den farste delen av DNA moldcylet som seknrenseres 
mens de som avieses sist kommer fira den siste delen. 

Separeringen kan naturligvis ogs& gjOTes med en rekke andre metoder enn gelsortering. F.eks. 
kapillasrelektroforese. 
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Fremgangsmate for festing av oligonukleotider og utretting av molekyler til bruk ved 
sekvensanalyse. 



